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Efecto de las Microondas 
Sobre la Lactoferrina en 
Fórmulas Infantiles
Resumen-La lactoferrina es una proteína presente en la leche, 
a la cual se le confieren importantes propiedades como lo son 
participar en el transporte de hierro, actividades inmunológicas 
y antimicrobianas. El creciente interés comercial por utilizar las 
propiedades benéficas de la lactoferrina en diferentes tipos de 
alimentos, entre ellos las leches infantiles, crea la necesidad de 
contar con pruebas analíticas para determinar la concentración 
de la misma. Es importante que estas pruebas sean acordes para 
detectar las cantidades que se encuentran en la leche, así como 
también los niveles de suplementación para alimentos, fórmulas 
infantiles y suplementos proteínicos. 
El objetivo de la presente investigación es determinar el contenido 
de lactoferrina utilizando el método inmunoquímico de ELISA, 
en diferentes leches infantiles comerciales; y en las mismas 
leches, tras someter las muestras a diferentes tratamientos 
con microondas y observar el efecto del tratamiento sobre 
la estabilidad de la lactoferrina. De los resultados obtenidos 
concluimos dos aspectos importantes. El primero de ellos, que 
los tratamientos para la obtención de leche en polvo afectan el 
contenido de lactoferrina en el producto final. Como segundo 
punto, que el calentamiento intenso en microondas de las leches 
para alimentación infantil suplementadas con lactoferrina 
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bovina disminuye considerablemente el contenido de la proteína 
activa, sin embargo los calentamientos moderados no afectan el 
contenido de esta proteína en la leche.
Palabras claves- Calentamiento, fórmulas infantiles, 
ingredientes funcionales, lactoferrina, método de ELISA, 
microondas, proteína del lactosuero.
Abstract- Lactoferrin is a protein found in milk, which 
confers important properties as the follows: it is involved in 
iron transport, immunological and antimicrobial activities. 
The commercial interest in using the beneficial properties of 
lactoferrin in different types of foods, including infant formula, 
is increasing. It is therefore important to develop appropriate 
analytical detection methods for this protein. These tests should 
be able to detect the concentrations found in milk, as well as 
supplementation levels for food, infant formula and protein 
supplements.
The aim of this investigation is to determine the lactoferrin 
content using immunochemical method ELISA in different 
commercial infant milk formulae, before and after applying to 
the different samples treatments with microwaves; and observe 
the effect of treatment on lactoferrin stability. From these 
results we conclude two important aspects: the first one, the 
treatments to manufacture the powdered milk infant formula 
affects the content of lactoferrin in the final product. The second 
point, the intense heat in microwave for infant milks formulae 
supplemented with bovine lactoferrin significantly reduces 
the content of the active protein, however it is unaffected by 
moderate heating of the protein content in the milk.
Keywords- ELISA test, functional ingredients, heating, infant 
formulae, lactoferrin, microwave, whey proteins. 
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1. Introducción y Objetivos
La leche aporta muchos nutrientes al organismo, 
además de agua y minerales. Entre las proteínas destaca 
la caseína, y diversos componentes menores como las 
seroglobulinas y albúminas. Dentro de las seroglobulinas 
se encuentran algunas proteínas con propiedades 
importantes en el desarrollo del sistema inmune, para 
el crecimiento y antimicrobianas en el neonato, como lo 
son la α-lactalbumina, β-lactoglobulina y la lactoferrina 
[1].
La lactoferrina es una glicoproteína que se utiliza 
actualmente como componente funcional en los 
alimentos. Se le han atribuido diversas funciones, entre 
ellas la de regular el transporte de hierro en el organismo, 
poseer actividad antitumoral e inmunomoduladora y la 
de ejercer una actividad antimicrobiana frente a diversos 
microorganismos [2]. La leche humana es especialmente 
rica en lactoferrina. Su concentración en el calostro (leche 
durante los primeros días de lactación) es de unos 7 g/l, 
permanece en torno a 1 g/l durante toda la lactación, 
y aumenta de nuevo sus niveles al final de la lactación 
alcanzando valores entre 20-30 g/l [3]. La evolución de la 
concentración de la lactoferrina a lo largo de la lactación 
es similar en la leche bovina, pero en la leche definitiva 
los niveles son mucho más bajos, en torno a 0,1 g/l. Por 
eso, las leches para alimentación infantil elaboradas a 
base de leche de vaca, están prácticamente desprovistas 
de lactoferrina. Debido a esto la tendencia actual es 
añadir lactoferrina a las fórmulas infantiles.
Debido a la evidente dificultad de obtener lactoferrina 
a partir de leche humana a gran escala, se han 
desarrollado sistemas para la producción de lactoferrina 
humana recombinante en cultivos fúngicos [4], en vacas 
transgénicas [5] y en plantas como el tabaco [6], el maíz 
[7] y el arroz [8]. La producción de lactoferrina humana 
recombinante en arroz abre expectativas particularmente 
interesantes, ya que para algunas aplicaciones podría no 
ser siquiera necesario extraer la proteína de forma pura, 
utilizando directamente la harina de arroz o un extracto 
de esta harina. 
Actualmente en países asiáticos, como Japón, Korea, 
Indonesia, y en países europeos como Holanda, España y 
otros, se da la suplementación de las fórmulas infantiles 
con lactoferrina. Sin embargo, la suplementación con un 
componente funcional debe mantener las características 
del componente añadido luego del proceso tecnológico 
al que sea sometido el alimento, elemento que algunas 
veces no es tomado en consideración por los fabricantes, 
quienes declaran en el etiquetado la cantidad añadida 
inicialmente, la cual puede perder su estabilidad a lo 
largo del tratamiento [9]. 
El objetivo de la presente investigación es determinar 
el contenido de lactoferrina utilizando el método 
inmunoquímico de ELISA, en diferentes leches infantiles 
comerciales; y en las mismas leches, tras someter las 
muestras a diferentes tratamientos con microondas y 
observar el efecto del tratamiento sobre la estabilidad de 
la lactoferrina.
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2. Materiales
La lactoferrina bovina utilizada procedía de Fina 
Research (Seneffe, Bélgica).
Los adyuvantes de Freund, completo e incompleto, 
con los cuales se realizaron las inmunizaciones de los 
conejos, las IgG anti-IgG de conejo obtenidas en cabra 
y marcadas con peroxidasa, el Sephadex G-100, el 
Sephacryl 200, el DEAE Sephadex A-50, la peroxidasa 
de rábano (actividad 250-503 U/mg), la ovoalbúmina 
tipo II y el timerosal fueron obtenidos de Sigma (Poole, 
Reino Unido). 
El 5,5-dietilbarbiturato sódico (Veronal) procedía de 
Panreac (Barcelona, España). 
El sustrato de la peroxidasa que contiene 
tetrametilbencidina (TMB) fue suministrado por ZEU-
Inmunotec (Zaragoza, España).
El reactivo Cibacron Blue F3GA-Sepharosa se obtuvo 
de Serva Feinbiochemica (Heidelberg, Alemania).
La Sepharosa-4B activada con bromuro de cianógeno 
fue obtenida de GE Healthcare Bio-Sciences AB 
(Uppsala, Suecia). 
Las placas de ELISA MaxiSorp de 96 pocillos fueron 
obtenidas de Nunc (Roskilde, Dinamarca).
Las células de ultrafiltración y las membranas de punto 
de corte de 10.000 se obtuvieron de Millipore-Amicon 
(Billerica, MA, E.U.).
Las leches de fórmula infantiles analizadas fueron 
leches en polvo de diferentes marcas, tres del mercado 
local español y una del mercado japonés. Leche A: 
Leche para lactantes desde el 1er día enriquecida con 
hierro, Leche B: leche de continuación enriquecida con 
nucleótidos y galactooligosacáridos, Leche C: leche 
en polvo para infantes, Leche D: leche para lactantes 
enriquecida con ácidos grasos DHA y ARA y minerales.
Se utilizó quimosina recombinante comercial CHY-
MAX de CHR Hansen (Hørsholm, Dinamarca). 
Los recipientes utilizados para preparar las leches 
infantiles fueron biberones comerciales de plástico, con 
240 ml de capacidad total de Tigex (St. Etienne, Francia). 
El microondas utilizado en este estudio fue un modelo 
Sanyo Super Showerwave tipo EM-S1050 con un poder 
máximo de 800 W.
El resto de los productos utilizados no señalados 
específicamente fueron reactivos de grado analítico 
obtenidos de diversas fuentes.
3. Metodología
3.1. Aislamiento de Anticuerpos Antilactoferrina 
Bovina y Conjugación con Peroxidasa
Los antisueros anti-lactoferrina bovina fueron 
obtenidos por inmunización de conejos utilizando como 
inmunógeno lactoferrina bovina purificada según el 
método desarrollado por Conesa et al. [10]. Todos los 
experimentos cumplieron con las normas del Comité 
de Ética para ensayos con animales de la Universidad 
de Zaragoza, bajo la licencia de proyecto PI/4810. El 
uso y cuidado de los animales cumplió con las Normas 
Españolas para la Protección Animal, RD1201/05, 
que cumple con las directivas de la Unión Europea 
86/609 para la protección de animales usados para 
experimentación y otros propósitos científicos.
De manera resumida, cada conejo fue inoculado con 
unas 10 inyecciones subcutáneas, 0,5 ml de una solución 
de proteína de 1 mg/ml de lactoferrina bovina. Estas 
soluciones de proteína fueron emulsionadas previamente 
con un volumen igual de adyuvante completo de Freund 
en la primera inoculación, y adyuvante incompleto 
de Freund en todas las inoculaciones siguientes. 
Transcurridos 21 días de la primera inoculación, se llevó 
a cabo la segunda inoculación. A las dos semanas de 
esta segunda inoculación los animales se sangraban para 
obtener el antisuero, por medio de una pequeña incisión 
en la vena marginal de la oreja tras aplicar localmente 
xileno a manera de vasodilatador. En las extracciones 
de sangre sucesivas los animales tuvieron un tiempo de 
recuperación de 15 días, repitiéndose las inoculaciones 
cada 30 días.
La sangre se dejó coagular espontáneamente a 
temperatura ambiente, tras lo cual fue centrifugada a 
1000 x g durante 10 min. El suero sanguíneo se almacenó 
en alícuotas de 1 ml a -25ºC hasta su uso.
Los anticuerpos específicos anti-lactoferrina bovina 
se obtuvieron pasando el antisuero correspondiente 
por una columna de lactoferrina bovina insolubilizada 
con Sepharosa 4B activada. Para preparar el 
inmunoadsorbente, a 2,5 g de la Sepharosa 4B activada 
se le añadieron 20 ml de HCl 1 mM. El gel se lavó en un 
crisol filtrante con placa porosa No.3, con HCl 1 mM, 
y luego se equilibró con tampón bicarbonato de sodio 
0,1 M, NaCl 0,5 M, pH 8,3. Tras este tratamiento se 
obtuvieron aproximadamente 6 g de Sepharosa, a los que 
se añadieron 6 ml de una solución de lactoferrina bovina 
purificada a una concentración de 5 mg/ml disuelta 
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en el mismo tampón bicarbonato de sodio usado para 
equilibrar el gel. El gel se dejó incubando toda la noche a 
4ºC con agitación moderada. Posteriormente, se lavó en 
un filtro de placa porosa con el mismo tampón y se midió 
la absorbancia del filtrado para determinar la cantidad 
de proteína no ligada al gel. El gel se incubó con 5 ml de 
etanolamina 1 M de pH 8 durante 2 horas, para bloquear 
los grupos activos que no hubieran reaccionado con las 
proteínas. Tras este proceso, el gel se lavó con un tampón 
fosfato monopotásico 1,5 mM, fosfato dipotásico 8,4 
mM, NaCl 0,15 M, pH 7,4 para eliminar la etanolamina.
Para aislar los anticuerpos anti-lactoferrina bovina se 
aplicó un volumen de 15 ml del suero de conejo anti-
lactoferrina bovina, con un flujo de aproximadamente 
0,1 ml/min. Se lavó el gel con tampón fosfato potásico 
25 mM, NaCl 0,5 M, pH 7,4 hasta obtener una lectura 
de absorbancia a 280 nm en el excluido menor a 0,02. 
A continuación se eluyeron los anticuerpos con tampón 
glicina-HCl 0,1 M, NaCl 0,5 M, pH 2,8 en fracciones 
de 2 ml. Los anticuerpos eluidos se neutralizaron 
inmediatamente con volúmenes previamente calculados 
de tampón Tris 0,5 M, pH 8,0, añadidos a los tubos en 
los que se recogió el eluído. Por último, las fracciones 
conteniendo los anticuerpos específicos eluidos 
se dializaron frente a SSF y se concentraron por 
ultrafiltración utilizando membranas de punto de corte 
de 10.000. Los anticuerpos concentrados se congelaron a 
–20ºC hasta su uso.
Para la peroxidación, se disolvieron 5 mg de peroxidasa 
de rábano en 0,5 ml de agua destilada, protegiendo la 
solución de la luz. Se agregaron lentamente 80 μl de 
peryodato sódico 25 mM y se mantuvo la mezcla a 
temperatura ambiente durante 30 min, con agitación 
suave y protegida de la luz. Luego se añadieron 0,1 ml 
de una solución acuosa de etilenglicol al 1% (v/v), y la 
mezcla se dejó incubar a temperatura ambiente durante 
20 min. La peroxidasa oxidada se dializó frente a 5 l de 
tampón acetato sódico 1 mM, pH 4,4 a 4ºC durante toda 
la noche, utilizando una membrana de punto de corte 
de 12.000. Por otra parte, se dializó una solución de los 
anticuerpos específicos anti-lactoferrina bovina frente a 
tampón carbonato sódico 0,05 M, pH 9,2 y se concentró 
con una célula de ultrafiltración de punto de corte de 
10,000 hasta obtener una solución de aproximadamente 
10 mg/ml.
Se mezclaron 0,1 ml de cada una de las soluciones 
de peroxidasa y de anticuerpos anti-lactoferrina 
bovina y se añadieron 50 µl de carbonato sódico 0,5 
M, pH 9,2. La mezcla se incubó 4 horas en agitación 
suave, a temperatura ambiente y protegida de la luz. A 
continuación, la mezcla se introdujo en un recipiente 
con hielo picado, se añadieron 50 µl de borohidruro de 
sodio 0,1 M y se incubó 40 min a 4ºC. Por último, la 
mezcla se dializó toda la noche a 4ºC frente a tampón 
fosfato monopotásico 1,5 mM, dihidrógeno fosfato de 
sodio, KCl 3 mM, NaCl 0,1 M pH 7,4 (PBS), y se dividió 
en alícuotas de 10 µl que se guardaron a –20ºC hasta su 
uso.
3.2. Técnica de ELISA en Placa Tipo Sándwich
Se utilizó el método de ELISA en placa no competitivo 
tipo sándwich para cuantificar lactoferrina bovina 
previamente desarrollado por nuestro grupo [11]. Se 
recubrieron los pocillos de las placas con 100 μl de 
los anticuerpos anti-lactoferrina bovina (20 µg/ml), 
disueltos en un tampón de carbonato-bicarbonato sódico 
0,05 M, pH 9,6 y se mantuvieron durante toda la noche a 
4ºC. La placa se lavó a continuación con PBST (tampón 
PBS con 0,05% Tween 20) en un equipo automático 
Thermo Wellwash 4MK2 de Thermo Fisher Scientific 
Inc. (Shangai, China). Los pocillos se incubaron a una 
temperatura de 37ºC en un incubador osaka (Valencia, 
España) con 300 μl de ovoalbúmina al 3% en PBS 
durante dos horas. La placa se lavó y se incubaron los 
pocillos con 100 μl de la solución de lactoferrina bovina, 
durante 1 hora a 37ºC. Después la placa se lavó 5 veces y 
se incubó con 100 μl de la solución de anticuerpos anti-
lactoferrina bovina conjugado con peroxidasa durante 
1 hora a 37ºC. La placa se lavó 5 veces y se incubó 
con 100 μl del sustrato de la peroxidasa que contiene 
tetrametilbencidina (TMB) durante media hora a 37ºC. 
La reacción se detuvo por medio de la adición de 50 μl de 
ácido sulfúrico 2 M y se determinó la absorbancia a 450 
nm en un lector Multiskan MS de Labsystem (Helsinki, 
Finlandia).
3.3 Preparación de los Estándares de Lactoferrina 
Bovina Para la Técnica de ELISA
Las soluciones de proteína utilizadas como estándares 
en la técnica de ELISA se prepararon en PBS, 
determinándose su concentración por pesada directa de 
la proteína.
Para poder cuantificar la lactoferrina se utilizó 
una curva de calibrado realizada con soluciones de 
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lactoferrina de 10, 50, 100, 250, 500, 750 y 1000 ng/ml. 
Estos estándares se prepararon en una solución de PBS 
con 0,5 % de ovoalbúmina y 0,04 % de timerosal, a una 
concentración 100 veces mayor a la usada en los ensayos, 
y se distribuyeron en alícuotas a -20ºC hasta su uso. En el 
momento de la realización del ELISA, estas soluciones se 
diluyeron en PBS a las concentraciones de los estándares 
anteriormente citadas.
3.4. Determinación del Contenido de Lactoferrina en 
Leches Infantiles Comerciales 
Se determinó el contenido de lactoferrina en los 4 
tipos de leche comerciales, 3 leches procedentes de 
España y una procedente de Japón. La leche se preparó 
de acuerdo a las instrucciones del fabricante, y para 
realizar la determinación de la concentración se utilizó 
el método de ELISA previamente descrito, diluyéndose 
las muestras hasta que se encontraran en el rango de la 
curva de calibración. Estas determinaciones se realizaron 
por triplicado (revisor 1).  
3.5. Efecto del Calentamiento en Microondas Sobre la 
Estabilidad de la Lactoferrina
Las leches comerciales se prepararon de acuerdo a las 
instrucciones del fabricante. Se colocaron 100 ml de leche 
en el biberón siempre en la misma posición en el centro 
del microondas. Se aplicaron diferentes potencias, 450, 
550 y 650 W, por períodos de tiempo de 15, 20, 30 y 60 
s. Se prepararon por triplicado cada una de las muestras, 
siendo 3 tratamientos por 4 periodos de tiempo, un total 
de 36 muestras (revisor 1). La temperatura de la leche se 
midió inmediatamente tras el tratamiento y el biberón 
se colocó en un baño de agua-hielo. Estas muestras se 
analizaron por medio del test de ELISA desarrollado 
previamente para determinar la concentración de 
lactoferrina.
4. Resultados
4.1. Determinación del Contenido de Lactoferrina en 
Leches Infantiles Comerciales 
Para observar el efecto sobre la concentración de 
la lactoferrina que tiene el tratamiento utilizado en la 
producción de diferentes tipos de fórmulas infantiles 
en polvo, determinamos por ELISA el contenido de 
esta proteína en las cuatro fórmulas comerciales que 
le adicionan esta proteína. Los resultados obtenidos se 
muestran en la tabla 1. La etiqueta del envase de estas 
leches de fórmula presenta la composición, en la que se 
encuentran los valores de lactoferrina, siendo para la 
leche C de 80 mg/100 g y para la leche D de 926 mg/100 
g. Comparando estos valores con los obtenidos mediante 
el test de ELISA, vemos que el valor declarado en la leche 
C es bastante cercano al que hemos obtenido. Esta leche 
es la de origen japonés. Sin embargo, el valor que hemos 
obtenido D es apenas una cuarta parte del valor declarado 
por el fabricante. En las leches A y B no se especifica el 
contenido en lactoferrina, solo se declara que contienen 
proteínas del lactosuero, pero hemos observado que este 
contenido es muy bajo. 
Tabla 1. Contenido de lactoferrina bovina en leches de 
fórmula infantil.
4.2. Efecto del Calentamiento en Microondas Sobre la 
Estabilidad de la Lactoferrina
Para determinar el efecto que ejerce el calentamiento 
por microondas en las leches infantiles, usamos dos de 
las cuatro leches comerciales en las que determinamos 
el contenido de lactoferrina, leche B y leche D, una con 
bajo contenido y una con alto contenido. Se prepararon 
las leches como indica el fabricante y se calentaron al 
microondas en diferentes intervalos de tiempo. Se midió 
la temperatura al final del periodo de calentamiento, 
cuyos datos se presentan en las Tablas 2-3. Para la leche 
D (tabla 2), cuando el calentamiento se hizo durante 15 
s, la diferencia de temperatura al utilizar intensidades 
crecientes de la potencia del microondas fue de 6ºC, 
siendo de 37ºC para el tratamiento a 450W y de 43ºC 
para 650 W. Al incrementar el tiempo de calentamiento, 
esta diferencia se hizo menor, de 3ºC, variando las 
temperaturas entre 45 y 48ºC cuando la leche se calentó 
durante 20 s. Para un tiempo de 60 s, la temperatura se 
elevó de manera pronunciada cuando se seleccionaba 
una potencia de 550 W y 650 W, siendo de 83ºC y 86ºC 
respectivamente. Similar comportamiento se encontró 
para la leche B (tabla 3), donde se observó una diferencia 
Leche mg/100 g LF 
Leche A 0,02 ± 0,01 
Leche B 0,47 ± 0,17 
Leche C 65,88 ± 16,50 
Leche D 216,83 ± 6,53 
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de 7ºC durante el periodo más corto de calentamiento 
(de 15 s), siendo el intervalo de temperaturas alcanzado 
de entre 33 y 40ºC para 450 y 650W, respectivamente. Sin 
embargo, cuando la leche se calentó en el microondas 
durante un periodo prolongado (60 s), se encontró un 
calentamiento de las leches elevado, siendo de entre 80 y 
88ºC a 450 y 650 W, respectivamente.
Tabla 2. Temperaturas (ºC) alcanzadas en leche D calentada 
al microondas con diferentes intensidades de potencia.
 
Tabla 3. Temperatura (ºC) alcanzadas en leche B calentada al 
microondas con diferentes intensidades de potencia.
 
En la figura 1 se muestran los resultados de la 
determinación de la concentración de lactoferrina 
por inmunorreactividad durante el tratamiento con 
microondas a diferentes intensidades de potencia para 
la leche infantil D. La concentración detectada para 
el control es de 207 mg/ml. Se observa que cuando 
calentamos a 450 W hay una disminución apreciable 
de la concentración de lactoferrina para un tiempo de 
60 segundos, siendo ésta de un 20% con respecto al 
control. Para los otros tiempos, la disminución en la 
concentración no es apreciable. Cuando incrementamos 
la potencia a 550 W, no existe un cambio apreciable en 
la concentración de lactoferrina con respecto al control 
para ninguno de los tiempos en los cuales efectuamos el 
calentamiento. Al aumentar la intensidad del tratamiento 
a 650 W, se observa que hay una disminución progresiva 
de la concentración de lactoferrina, siendo de alrededor 
del 30% a los 20 y 30 s, y alcanzando un máximo de 
45% de disminución al incrementar el periodo de 
calentamiento a 60 s.
 
Figura 1. Concentración de lactoferrina determinada por 
ELISA en leche D sometida a diferentes calentamientos en 
microondas. Resultados expresados como la media de los 
valores de tres experimentos independientes, siendo las 
muestras analizadas por triplicado.
En la figura 2 se muestran los resultados de 
concentración de lactoferrina en la leche B que fue 
sometida a los tratamientos de calentamiento por 
microondas. El valor de lactoferrina para el control es 
de 0,51 mg/ml. Al calentar con una intensidad de 450 
W, solo a 60 s observamos una disminución del 15%, no 
siendo apreciables los cambios en la concentración de 
la proteína durante periodos menores de calentamiento. 
De forma similar a lo que se encontró con la leche D, 
la concentración de lactoferrina no tiene una variación 
apreciable con respecto al control en ninguno de los 
periodos de calentamiento con una intensidad de 
microondas de 550 W. Cuando se alcanza la intensidad 
máxima de 650 W, a partir de 30 s los niveles de 
lactoferrina disminuyen de manera más pronunciada 
con respecto al control, siendo esta disminución de un 
20% a los 30 s, llegando a alcanzar un máximo de 45% a 
los 60 segundos de calentamiento.
Figura 2. Concentración de lactoferrina en leche infantil 
B sometida a diferentes calentamientos en microondas. 
Resultados expresados como la media de los valores de tres 
experimentos independientes, siendo las muestras analizadas 
por triplicado.
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5. Discusión
El tratamiento de producción de las leches de fórmula, 
bien sea mediante una esterilización en el envase para las 
fórmulas líquidas o mediante el secado por atomización 
para las fórmulas en polvo, conlleva consecuencias 
nutricionales. Desde hace años, investigaciones en 
este campo demuestran que los tratamientos térmicos 
producen cambios en las interacciones entre los nutrientes 
de la leche, por la desnaturalización y agregación de 
las proteínas [12], [13], que alteran posiblemente su 
digestibilidad [14]. Es por ello, que es importante la 
suplementación de las leches con los elementos perdidos 
durante el tratamiento. 
El alto contenido de lactoferrina en la leche humana, 
comparada con la leche bovina, el cual es casi 10 veces más, 
indica la importancia de esta proteína en el desarrollo de 
los niños. Por ello, en los últimos años se ha llevado a 
cabo la suplementación de leches infantiles con aislados 
de lactoferrina bovina [15], [16], [17]. Se ha observado 
que las fórmulas suplementadas con lactoferrina bovina 
incrementan la biodisponibilidad de hierro en niños, lo 
que produce un valor agregado a la alimentación de los 
bebés usando fórmulas suplementadas con lactoferrina 
bovina [18]. 
También se han hecho estudios in vitro para observar 
el efecto de la suplementación de leches infantiles con 
lactoferrina humana recombinante [19]. Según algunas 
investigaciones realizadas, la lactoferrina administrada a 
una concentración de 1 mg/ml contribuye al desarrollo 
de la flora intestinal beneficiosa, del tipo Bifidobacterium, 
en bebés a la edad de tres meses [20]. Sin embargo, hay 
opiniones contradictorias en cuanto al efecto sobre la 
absorción de hierro. Algunos estudios demuestran que 
la lactoferrina se relaciona con la absorción de hierro 
en el organismo [18], [21], mientras que otros estudios 
no encuentran efecto positivo de la suplementación con 
lactoferrina de las leches infantiles sobre la absorción 
de hierro [22], [23]. Por otra parte, se ha observado que 
al añadir lactoferrina a las leches infantiles, ésta ejerce 
un efecto antioxidante sobre la grasa que se añade a las 
mismas [24].
La lactoferrina puede añadirse a las leches infantiles 
de fórmula en polvo como agente antibacteriano. El 
consumo de la leche de fórmula infantil algunas veces 
se ha asociado con brotes de Cronobacter sakazakii, 
bacteria que se inactiva usualmente durante la 
pasteurización [25]. Sin embargo, la presencia de esta 
bacteria en leches infantiles se debe principalmente 
a contaminaciones post-procesado, a la adición de 
ingredientes contaminados durante la producción o a 
la colonización por C. sakazakii por el uso de utensilios 
contaminados como biberones, cucharas, escobillas y 
esponjas durante la preparación de la leche [26].
En nuestro estudio, de los valores obtenidos para la 
concentración de la lactoferrina en las leches de fórmula 
analizadas, se desprende que la leche producida en Japón 
es la que contiene valores más similares a los declarados 
en el etiquetado. Sin embargo, la leche producida 
en España se aleja mucho del valor indicado en la 
etiqueta. Esto tiene que ver seguramente con la etapa del 
proceso de producción de la leche en la cual se añade 
la proteína, la duración del tratamiento térmico del 
mismo y la proporción de componentes propios de cada 
formulación. Se han desarrollado otras metodologías para 
la determinación de lactoferrina bovina principalmente 
en leche, como lo son los métodos nefelométricos, 
inmunoenzimáticos y hasta cromatográficos [17], [27], 
[28], [29], pero pocos trabajos han aplicado los métodos 
desarrollados para la determinación de lactoferrina en 
fórmulas infantiles antes y después del tratamiento. 
Entre los trabajos desarrollados está el del grupo de 
Indik y Filonzi [30], quienes determinaron, por medio 
de análisis con biosensores ópticos, el contenido de 
lactoferrina en fórmulas infantiles suplementadas con 
esta proteína, leche descremada, leche entera y yogurt 
Compararon los resultados con los valores obtenidos 
por un método de ELISA y los valores de lactoferrina 
que encontraron para la fórmula infantil fueron de 14.8 
mg/100 g por el método de ELISA, 38.6 mg/100 g con el 
método desarrollado por ellos, y el valor reportado en la 
etiqueta era de 20 mg/100 g. En el resto de las muestras 
analizadas el contenido de lactoferrina coincidía con 
el valor declarado en el etiquetado, aunque en un 
producto heterogéneo obtenido usando un protocolo 
de mezclado en seco, los valores fueron mucho menores 
de los esperados. El inconveniente encontrado para 
la validación de su método, fue que solo existe un 
pequeño número de muestras disponibles en el mercado 
conteniendo lactoferrina. Soejima et al. [8] determinaron 
el contenido de lactoferrina suplementada por ellos 
mismos en leche cruda, leche UHT, yogurt y fórmulas 
infantiles, por medio de un método de aglutinación en 
látex. Para aproximarse al valor real de concentración de 
lactoferrina -50 mg/100 g- en leche infantil usaron dos 
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diluciones (1/1000 y 1/2000) y el resultado más próximo 
a este valor lo obtenían con la dilución 1/1000. En el otro 
tipo de muestras no existía diferencia en los resultados 
obtenidos en cuanto a diferentes diluciones. Atribuyen 
esto a un ligero efecto inhibitorio por el alto contenido 
de sólidos (aprox. 97%), aproximadamente 8 veces mayor 
en la leche de fórmula que en la leche UHT. 
El calentamiento en microondas de las leches de 
fórmula infantiles ya preparadas en el biberón no es 
recomendable porque puede causar quemaduras al bebé 
o la botella puede explotar [31], [32]. Sin embargo, es 
una práctica que sigue siendo muy utilizada, incluso 
en hospitales [33], por lo cual hasta se han elaborado 
protocolos para el calentamiento de los biberones en 
el microondas [34]. Además de los riesgos citados, el 
calentamiento de la leche en microondas puede afectar a 
su valor nutricional. Se han realizado estudios acerca del 
efecto que el calentamiento puede ejercer en las proteínas 
de la leche. Villamiel et al. [35] encontraron que no 
había diferencias en el contenido de α-lactalbúmina y 
β-lactoglobulina cuando se calentaba la leche de fórmula 
con microondas o por calentamiento convencional 
a una temperatura de 70ºC durante 30 min. Resulta 
difícil de comparar entre diferentes trabajos el efecto 
del calentamiento en microondas, ya que va a depender 
de la cantidad de producto y de la forma y material del 
recipiente utilizado. En general todos los biberones 
tienen una forma similar, pero dada la gran cantidad de 
materiales de plásticos resistentes al calor, es muy difícil 
contrastar los resultados entre estudios realizados con 
diferentes materiales.
En este estudio hemos encontrado una mayor 
disminución en la concentración de lactoferrina 
inmunorreactiva cuando se aplica un calentamiento 
con una potencia de 650 W por un periodo mayor 
de 20 s para la D y durante un periodo mayor de 30 s 
para la leche B. Esto se relaciona directamente con la 
temperatura máxima alcanzada por la leche durante este 
calentamiento, que ha sido lo suficientemente alta, entre 
80 y 89ºC cuando se calentaba durante 60 s, lo que causa 
la desnaturalización de la lactoferrina. En estudios con 
leche materna a temperaturas de entre 72 y 98ºC durante 
15 s de exposición a máxima potencia, se encuentra una 
marcada disminución en la actividad de los factores 
anti-infectivos estudiados, como la lisozima y las IgA 
[36]. En un estudio de Goldblum et al. [37] se encontró 
que calentamientos rápidos a altas temperaturas, 72ºC 
durante 5-15 s no afectaban a la calidad inmunológica 
de la leche materna determinando los niveles de IgA y 
de lactoferrina. 
6. Conclusiones
La suplementación con lactoferrina es de suma 
importancia en el mercado de las leches infantiles. Cabe 
resaltar que en Panamá actualmente no se encuentra 
disponible en el mercado leches suplementadas con esta 
proteína, factor que debería ser tomado en consideración 
por la industria fabricante a futuro cercano. La exactitud 
de la determinación de esta proteína dependerá del 
método utilizado, siendo los métodos inmunoquímicos 
utilizados en estos estudios, bastante precisos.
De acuerdo con nuestros resultados, el calentamiento 
en microondas de la leche de fórmula infantil 
suplementada con lactoferrina produce la pérdida de su 
actividad inmunorreactiva solo cuando se aplican altas 
potencias, 600 W durante largos periodos, mayores de 
30 segundos. Es por ello que es preciso advertir que si se 
utiliza el microondas sea de forma moderada en tiempo 
e intensidad para no afectar los componentes con valor 
biológico en la leche, como lo es la lactoferrina.
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